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あり, 様々な癌でその発現増強が報告されている. 我々はこれまで, FUT3 の活性亢進が
TGF-βによる上皮間質移行を増強し, 大腸癌で転移能を高めることを示し, フコシル化が
病勢進行に重要な役割を果たす可能性を示した（Br J Cancer 2014）. それゆえ, 癌細胞は
L-フコースの要求度が高いことが予測される. しかし, L-フコースの蓄積により, 大腸癌の
悪性度が高まるかについて現時点では明らかとなっていない. 我々は，これまで CA19-9 高
産生腫瘍細胞に対するフコース結合リポソーム(Fuc-Lip)を用いた細胞標的治療が膵癌治療
の新たな治療戦略の一つとなる可能性を示してきた（PLoS One. 2012）. 我々が開発した
Fuc-Lip は, 種々の抗がん剤を搭載することが可能であり, 他の癌種への応用が可能であ
る.そこで我々は, まず大腸がん患者から得られた癌組織でのフコシル化蛋白の発現を AAL
（ヒイロチャワンタケレクチン）を用いた免疫染色を用いて, その発現の強度と大腸癌の悪
性度との関係を明らかにすることとした. 次に, Fuc-Lip に蛍光色素 Cy5.5 を内包化し







2011 年 4 月 1 日から 2014 年 3 月 31 日まで, 札幌医科大学附属病院で大腸癌に対する根治
切除を施行された 50 人を対象とした. 年齢, 性別, 腫瘍サイズ, 深さ, リンパ節転移, 遠
隔転移,進行度を患者カルテから抽出した. 腫瘍組織を, 抗 AAL 抗体を 1 次抗体として免疫
染色を行い, 染色パターン（不染：0点, 薄い茶色：1点, 茶色：2点, 濃い茶色：3点）と
陽性細胞数割合（10%以下の細胞陽性：0 点, 11-25%陽性：1 点, 26-50%陽性：2 点, 51-75%
陽性：3 点, 76%以上陽性：4 点）の積を計算した. 4 点以下は陰性とし, 5 点以上 8 点以下
は中等度陽性, そして 9点以上を強陽性と定義した.  
2) フコース結合リポソームの作製 
リポソームを親水性にするためリポソーム表面に BS3 をリンカーとして Tris を結合させ
た. リポソームへのフコースの結合は, リポソームにヒト血清アルブミンを結合させ,アミ
ノ化フコースを 3, 3’-dithiobis [sulfosuccinimidylpropionate](DTSSP)を介して結合し
た. この際, フコースの濃度を 0 µg/ml, 25μg/ml, 50 µg/ml の 3 種類とし, それぞれ F0, 
F25, F50とした. in vitro, in vivo において Fuc-Lipの取り込みを検討するために Cy5.5
を内包化し(F0-Lip-Cy5.5, F25-Lip-Cy5.5, F50-Lip-Cy5.5), 抗腫瘍効果を検討するために
SN38 を内包化した (F0-Lip-SN38, F25-Lip-SN38, F50-Lip-SN38).作製したリポソームの平
均粒子径と Zポテンシャルを動的光散乱法, SN38 濃度を蛍光定量にて測定した.  
3) 細胞株のスクリーニング 
大腸癌細胞株（Ls174T, LS180, Colo205, HCT15, HT29）とヒト線維芽細胞をフラスコに 2
×106個ずつ撒き, 完全培地を 2ml 入れ, 24 時間培養した. その後, 無血清培地 2ml に変更
し, 48時間後, 上清中の CA19-9濃度を ELISA法にて測定した.  
4) フコースの取り込みの検討 
細胞を 6wellのプレートに 0-48時間, L[5,6-3H]フコースを 1μCi含んだメディウムにイン
キュベートした. その後, 細胞を氷冷バッファで 2回洗浄し, TEで回収後 PBSに懸濁した. 5
秒間, Sonication し,細胞内蛋白への L-[5,6-3H]フコース取り込みを測定した. 即ち, 
1mg/ml の牛血清アルブミン 50μl をキャリア蛋白として, 細胞懸濁液のうち 250μl に 20%
のトリクロロアセチル酸(TCA)を 300μL 加えた. ボルテックスと 5 分間の氷上冷却のあと, 
蛋白を遠心分離で沈殿し, ペレットを 10%の TCA で洗浄した. 洗浄したペレットをシンチレ
ーションバイアルに移し, 4.5ml のシンチレーターを加え, 液体シンチレーションカウンタ
ーにて放射線活性を測定した.また, 上清への L-[5,6-3H]フコシル化蛋白の分泌量は細胞を
上記のとおりに培養し, 培地を採取し遠心分離し, 上清の蛋白を 20%の TCA により沈殿し, 




CA19-9高産生大腸癌細胞である Colo205をスライドチャンバーに 1×104個撒き, 24時間培
養後に F0-Lip-Cy5.5, F25-Lip-Cy5.5, F50-Lip-Cy5.5 を最終 Cy5.5 濃度が 0.7μg/ml とな
るように加えた. 2時間の培養後, 細胞を PBSで 2回洗浄し, 4%パラフォルムアルデヒドで, 
15分室温で固定した. 固定後, 細胞を 3回 PBSで洗浄し, 核を染色するために Prolong Gold 
Antifade Reagent with DAPI で 10 分間処理をした. Cy5.5 の細胞内の局在を共焦点レーザ
ー顕微鏡と蛍光顕微鏡とで評価した. また, 過剰なフコースを添加し, その取り込みの変
化を検討した. 
6) Flow cytometry による細胞株内への取り込みの検討 
各細胞株をプレートに 1×105個ずつ撒き, 24 時間培養後に F0-Lip-Cy5.5, F25-Lip-Cy5.5, 
F50-Lip-Cy5.5 を 2 時間暴露し, その取り込みを Flow cytometry で検討した. 過剰な L-フ
コースを F50-Lip-Cy5.5を加える 30分前に添加し, その取り込みの変化を検討した. 
7) In vivo imaging (IVIS imaging)による皮下モデルでの取り込みの検討 
皮下モデルを, CA19-9高産生株である Colo205をマウスの皮下に 2×106個接種し作製した. 
F50-Lip-Cy5.5を尾静脈より注射し, 腫瘍の Cy5.5取り込みを 7日間連続で検討した. なお, 
肝クッパー細胞や, 網内系にマンノース受容体が高発現しており, フコースがマンノース
受容体から取り込まれる事が報告されていることから, これらの部位の取り込みを抑制す
るために, フコースの 1000 倍量に相当するマンノースを F50-Lip-Cy5.5 注射の前に尾静脈
より注射したものと注射しなかったものとでの比較検討を行った.  
8) Brd-U assay による細胞株での抗腫瘍効果の検討 
各種大腸癌細胞株(Colo205, Ls174T，HCT15, HT29)を 24well プレートに 2×104個ずつ撒き, 
24時間培養後に F0-Lip-SN38, F25-Lip-SN38, F50-Lip-SN38を 0.2μMで 2時間暴露した. そ
の後 PBSで 2度洗浄し, 72 時間培養後に生細胞を Brd-U assayで検討した. 次にフコシル化
蛋白高産生細胞株(Colo205, Ls174T), 低産生細胞株(HCT15, HT29)ともに プレートに 2×
104個ずつ撒き, 24 時間培養後に F50-Lip-SN38 の濃度を 0-0.1 µM まで振り, 2 時間暴露し
た. その後, PBS で 2度洗浄し, 72 時間後に生細胞を Brd-U assay で検討した. 
9) 皮下モデルでの抗腫瘍効果の検討 
皮下モデルは,フコシル化蛋白高産生株である Colo205 と低産生株である HT29 をマウスの
皮下に 2×106個接種し作製した. 腫瘍径が約 5 mm となった段階で NT 群, SN38 (1 mg/kg)
群, F0-Lip-SN38 (1 mg/kg)群, F50-Lip-SN38 (1 mg/kg)群に対し, 尾静脈より注射し治療
を開始した. 注射は週 2回行い, 注射開始 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 29 日目に腫瘍径
を測定した. なお, D-マンノース 5 mgを治療の 5分前に尾静脈より注射した. 
10) 皮下モデルの病理組織と SN38 の質量分析 
皮下モデルに対する抗腫瘍効果の検討と同様のスケジュールにて治療を行ったマウスを治




個含んだ細胞懸濁液 200μl を腹腔内投与し作製した. 3 日後に IVIS で腹膜播種巣の形成を
確認後に各群 6 匹ずつ, NT 群, SN38 群, F0-Lip-SN38 群, F50-Lip-SN38 群に対し, 皮下モ
デルと同様の方法で治療を行い, その抗腫瘍効果を IVISで検討した.また, 採血と体重測定




50人の大腸がん患者の AAL染色にて 21例(42%)で中等度陽性, 5例(10%)で強陽性であった. 
中等度陽性または強陽性のフコシル化蛋白発現の患者数は, 静脈侵襲率で v+が v-より有意
に高かった（P=0.0182）. 加えて, フコシル化蛋白発現例は, T 因子, 臨床ステージ, 転移症
例において頻度が高かった（P=0.0160. 0.020, 0.020）. これらの結果より, フコシル化蛋白
が大腸癌細胞の転移能を惹起するのに重要な役割を担うことが示唆された.  
2) フコース結合リポソームの作製 
Cy5.5 内包化リポソーム(F0-Lip-Cy5.5, F25-Lip-Cy5.5, F50-Lip-Cy5.5), SN38 内包化リ
ポソーム(F0-Lip-SN38, F25-Lip-SN38, F50-Lip-SN38)の作製に成功した.平均粒子径は約
80-90nm(Cy5.5 内包時), 約 150nm(SN38 内包時), F0～F50 までほぼ均一であり, Z ポテンシ
ャルはいずれも-70 mV未満であった. 内包化された SN38の濃度は 1 mg/ml であった. 
3) 細胞株のスクリーニング 
ELISAでは, Ls174T, Colo205, LS180は CA19-9高産生株で HCT15, HT29, ヒト線維芽細胞
は CA19-9低産生株であった.  
4) フコースの取り込みの検討 
フコシル化蛋白の分泌と細胞内のフコシル化蛋白は CA19-9 高産生株 Ls174T, LS180, 
Colo205 で時間依存性に増加した. しかし, 低産生株 HCT15, HT29 と正常繊維芽細胞では,
ほとんど検出できなかった. ピアソンの積率相関係数は 0.703 であり CA19-9 高産生株は活
動的に L-フコースを取り込み, CA19-9などのフコシル化蛋白を産生することを示した.  
5) 共焦点顕微鏡による細胞株内への取り込みの検討 
蛍光顕微鏡では F0-Lip-Cy5.5 では細胞内への取り込みを認めなかったが, F25 または
F50-Lip-Cy5.5 は細胞内への取り込みを認めた. また, F50-Lip-Cy5.5 では F25 よりも効率
的に Cy5.5を Colo205細胞の細胞質ゾルへ導入することが明らかとなった. 過剰なフコース
添加でその取り込みが抑制された.  
6) Flow cytometry による細胞株内への取り込みの検討 
フ コ シ ル 化 蛋 白 高 産 生 株 Colo205, Ls174T で は F0-Lip-Cy5.5, F25-Lip-Cy5.5, 
F50-Lip-Cy5.5 になるにつれて, その取り込みの増加を認め, 過剰なフコース添加で
F50-Lip-Cy5.5 の取り込みが抑制された.低産生株 HT29, HCT15 では F0-Lip-Cy5.5 から
F50-Lip-Cy5.5まで低値であった. これは Fuc-Lipによる Cy5.5の導入が L-フコース依存性
であることを示唆していると考えられた.  
7) In vivo imaging (IVIS imaging)による皮下モデルでの取り込みの検討 
フコシル化蛋白高産生細胞 Colo205 の皮下モデルにおいて, 腫瘍特異的に Cy5.5 の取り込
みを認め, 特にマンノース注射を行ったマウスではより特異性が高まった. 経時的な Cy5.5
取り込みの検討では, 注射後 5日目以降に腫瘍細胞特異的な取り込みを認めた.  
8) Brd-U assay による細胞株での抗腫瘍効果の検討 
フコシル化蛋白高産生株は F50-Lip-SN38 暴露において, 最も高い抗腫瘍効果を示したの
に対し,低産生株においては F0-Lip-SN38 から F50-Lip-SN38 暴露まで抗腫瘍効果は低かっ
た.高産生株は, F50-Lip-SN38 で濃度依存性に抗腫瘍効果を認めた. 一方,低産生細胞株は, 
F50-Lip-SN38 で高濃度でも抗腫瘍効果は低かった. 
9) 皮下モデルでの抗腫瘍効果の検討 
フコシル化蛋白高産生株 Colo205 の皮下モデルでの検討では, F50-Lip-SN38 群は治療後 29
日時点で NT群, SN38 群, F0-Lip-SN38 群より優位に腫瘍径が小さく, 抗腫瘍効果を認めた.
一方で, 低産生株 HT29では, F50-Lip-SN38 と他群での抗腫瘍効果の差は認めなかった．  
10) 皮下モデルの病理組織と SN38 の質量分析 
CC3 染色はフコシル化蛋白高産生株 Colo205 で F0-Lip-SN38 で陰性, F50-Lip-SN38 で陽性
であった.低産生株 HT29 では両者とも陰性であった. 腫瘍組織中の SN38 の質量は
F0-Lip-SN38 群で 40 µg/g, F50-Lip-SN38 群では 130 µg/g であった. NT 群, SN38 群では検
出感度未満であった.  
11) 腹膜播種モデルでの抗腫瘍効果と有害事象の有無の検討 
IVISを用いた検討では, NT群, SN38 群, F0-Lip-SN38 群は経時的な腫瘍の増大を認めたが, 
F50-Lip-SN38 群では腫瘍の縮小を認めた. 生存期間の検討では, F50-Lip-SN38 群は他群に




研究で明らかとなってきている. 健常状態では, L-フコースの血清値は低濃度であるが, 癌
患者でその濃度が高まっていることが報告されている. 本研究にて, CA19-9産生大腸癌細胞
では L-フコースの取り込みが亢進していること, フコシル化蛋白が蓄積した癌細胞では転




レセプターによる輸送体の存在を示唆している. SN38 は CPT-11の活性体である. CPT-11は
転移性大腸癌患者の 5-FU とロイコボリンとの併用で一次治療として用いられる. 活性を得
るために CPT-11は SN38に変換されることが必要であり, カルボキシエステラーゼ活性に依
存している. SN38は, 水に極めて難溶性であるため使用に制限がある. この問題を克服する
ために, 合成ポリマーを使用した薬物輸送体の化学的修飾が試みられている. 今日まで, 
いくつかの CPT-11 の薬剤送達システムが開発され, それらのうちいくつかは現在臨床試験
中である. しかし, 近年, PEG が補体系の活性を通して副作用を引き起こす可能性があるこ
とが明らかとなった. ポリマーベースまたは有機物のナノパーティクルを用いた他のアプ
ローチは臨床的に使用されているが, これらは特定の場所で薬物が放出できるようにコン
トロールされていないため, 長く血流にとどまることで, 副作用を惹起する. 我々は, 通
常細胞は L-フコースの要求度が低く, 正常の血管を通じて送達される量は低いので,正常細
胞への毒性は抑えられると考えられる. 本研究は, Fuc-Lip-SN38 による標的療法により in 
vitro, in vivoでフコシル化蛋白産生大腸癌細胞の増殖を効果的に抑制することができるこ
とを証明した. また, この Fuc-Lip は他の抗癌剤の輸送体として利用することも可能であ









               （平成 27 年 3 月 31 日授与） 
報告番号 甲第     2813    号 氏  名 大須賀 崇裕 
 
論文審査 
担 当 者 
主査 教授 加藤 淳二 副査 教授 篠村 恭久 






L-fucose as functional target for colorectal cancer therapy. 
(L-フコースを標的とした大腸癌治療の開発) 
結果の要旨 
 
 
本研究では, 大腸癌細胞におけるフコース高要求度を手術検体の免疫染色及び細胞株の
3Hフコース uptakeアッセイにより証明した．その上で，その性質を利用したフコース結合
リポソームによる細胞標的療法の可能性について検討を行い，特異的な送達性と高い抗腫
瘍効果を確認した．本研究は，SN38 内包フコース結合リポソームが，大腸癌治療の新規治
療戦略となる可能性を示唆し, 学位論文として十分に値するものであると考えられた. 
 
